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化 橘红 对 糖尿 病 心 肌 病 心肌 细胞 TGF-B81/Smad 信 号 通路 的 干预 
作用 


杨 澄 !, 刘 历 威 ? 
! 敬 庆 医学 高 等 专科 学 校内 科 , 广 东 局 庆 526060; "南方 医科 大 学 第 二 临床 医学 院 ,广东 广州 510282 


摘要 :目的 观察 化 橘红 对 糖尿 病 心肌 病 (DCM) 大 鼠 心 肌 细 胞 TGF-B1/Smad 信 号 通路 的 干预 作用 。 方法 (1) 构 建 DCM 大 鼠 模 
型 , 将 40 只 大 鼠 用 链 脉 佐 菌 素 处 理 后 , 15 只 血糖 浓度 <16.7 mmolL 的 大 鼠 纳入 空白 对 照 组 , 剩余 的 25 只 血糖 浓度 >16.7 mmol/L 
的 大 鼠 随 机 分 为 DCM 组 (na=11) 与 化 橘红 组 (=14)。 化 橘红 组 大 鼠 给 予 化 橘红 400 mg/kg:d) 灌 胃 , DCM 组 和 对 照 组 给 予 等 量 
生理 盐水 灌 胃 。 测 量 各 组 大 鼠 不 同时 间 点 血糖 (1.8、16、22 周 ); 测量 心 功能 相关 指标 ; 光 镜 下 观察 心肌 形态 学 改变 , 电镜 下 心 
肌纤维 化 定量 分 析 ; 测定 心肌 胶原 总 量 ; 免疫 组 化 测定 心肌 胶原 ; Western 印 迹 检测 心肌 细胞 TGF-B1、 Smad、MMP-9、MMP- 
2、TIMP-1 等 蛋白 含量 ; RT-PCR 检 测 TGF-B1、MMP-9、MMP-2、TIMP-1 等 蛋白 的 mRNA 表 达 。(2) 构 建 心 肌 成 纤维 细胞 增殖 模 
型 , 随机 分 为 两 组 , 化 橘红 预 处 理 组 为 血清 培养 基 加 0.5 mmolL 化 橘红 , 而 对 照 组 为 等 量 血清 培养 基 。 检测 两 组 一 氧化 氮 变 
化 .TGF-B1 和 蛋白 、c-fos 和 蛋白.p27 和 蛋白 ,iNOS 和 蛋白 、Cyclin D 和 蛋白 表达 情况 。 结 果 化 橘红 组 的 大 鼠 各 时 间 点 血糖 、 心 肌纤维 化 、 
心肌 胶原 总 量 及 各 型 胶原 较 DCM 组 显著 下 降 , 心 收缩 舒张 功能 明显 改善 (P<0.05), TGF-B1、 Smad、MMP-9、MMP-2、TIMP- 
1 和 蛋白 的 表达 明显 下 调 (P<0.05), 相关 和 蛋白 的 mRNA 表达 也 明显 抑制 (P<0.05)。 化 橘红 预 处 理 组 一 氧化 所 、TGF-B1 和 蛋白 、c- 
fos 蛋 白 .p27 蛋 白 , iNOS 蛋白.Cyclin D 和 蛋白 表达 情况 较 对 照 组 相 比 明显 下 降 (P<0.05)。 结论 化 橘红 对 DCM 中 TGF-B1/ 
Smad 通 路 起 到 了 抑制 作用 , 从 而 调控 其 下 游 的 MMPs/TIMPs 等 通路 , 改善 DCM 的 心肌 纤维 化 进程 , 抑制 心肌 肥厚 , 减少 心肌 
的 损伤 。 

关键 词 :化 橘红 ; 糖尿 病 心肌 病 ; TGF-B1; Smad 


Effect of exocarpium on TGF-B1/Smad signal pathway in diabetic cardiomyopathy rat 
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Abstract: Objective To observe the effect of exocarpium on TGF-B1/Smad signal pathway in diabetic cardiomyopathy (DCM) 
rat myocardial cells. Methods 1) To construct the model of DCM rats, 40 rats were treated with streptozotocin, 15 rats with 
blood glucose <16.7 mmol/L were in blank control group. The remaining 25 rats with blood glucose >16.7 mmol/L were 
randomly divided into diabetic cardiomyopathy group (DCM group, n=11) and exocarpium group (n=14). Rats of exocarpium 
group were given exocarpium [400 mg/(kg:d)], DCM group and control group were given normal saline. Different time of 
blood glucose (1, 8, 16, 22 weeks) were measured.Heart function index measurement, myocardial morphological changes were 
observed under light microscope.Quantitative analysis of myocardial fibrosis was performed by electron microscopy. 
Myocardial collagen amount myocardial collagen content was determined by immunohistochemistry. Western blot detection 
of myocardial protein of TGF-B1 Smad, MMP-9, MMP-2, TIMP-1 and RT-PCR detection of mRNA of TGF-B1, MMP-9, MMP-2, 
TIMP-1.2) To construct the myocardial fibroblast proliferation model.All were randomly divided into two groups, there is 
serum medium with 0.5 mmol L-1 exocarpium in exocarpium pretreatment group, while the control group with serum 
medium. To detect two groups of NO changes, TGF-B1 protein, c-fos protein, p27 protein, iNOS protein, the expression of 
Cyclin D protein. Results Compared with DCM group, each time point of blood glucose, myocardial fibrosis, myocardial 
collagen and the total collagen were significantly decreased and systolic, diastolic function improved significantly In 
exocarpium groups (P<0.05). TGF-B1, Smad, MMP-9, MMP-2, TIMP-1 protein expression were significantly reduced in 
exocarpium groups (P<0.05). Protein mRNA expression was significantly inhibited in exocarpium groups (P<0.05). Compared 
with control group, NO, TGF-B1 protein, c-fos protein, p27 protein, iNOS protein, Cyclin D protein decreased significantly in 
pretreatment group (P<0.05). Conclusion Exocarpium on TGF-B1l/Smad pathway in diabetic cardiomyopathy performs an 
effect of inhibitory. It regulates downstream MMPs/TIMPs pathway, improve myocardial fibrosis, inhibit myocardial 
hypertrophy and reduce myocardial injury. 
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糖尿 病 心 肌 病 (DCM) 是 一 种 独立 的 糖尿 病 心血 
管 并 发 症 中 , 与 糖尿 病 患 者 的 高 心力 衰竭 发 生 率 和 高 
死亡 率 密切 相关 。 现 已 明确 参与 糖尿 病 心 肌纤维 化 
的 调控 因素 有 肾 素 -血管 紧张 素 - 醛 固 酮 系统 、 内 皮 
素 、 一 氧化 氮 、 糖 基 化 终 末 产物 、 基 质 金属 蛋白 酶 
(MMPs)、TGF-B1 等 ”。 化 橘红 是 我 国 广东 化 州 特有 
的 药材 中 ,其 中 柚 皮 苷 是 其 主要 成 分 , 国内 外 多 项 研 
究 显示 了 化 橘红 对 DCM 大 鼠 有 积极 影响 。Jung 等 所 
发 现 化 橘红 能 有 效 改 善 DCM 大 鼠 的 糖 脂 代谢 , 梁 建 
光 等 号 研究 发 现 化 橘红 通过 调节 NF-kB 通 路 对 DCM 
大 鼠 起 到 心肌 保护 作用 。TGF-B1/Smad 作 为 DCM 形 
成 的 关键 通路 , 化 橘红 对 其 作用 少 有 报道 。 作 者 通过 
建立 DCM 动 物 模 型 和 心肌 成 纤维 细胞 增殖 模型 , 旨 
在 观察 化 橘红 对 DCM 心 肌 细胞 TGF-B1/Smad 信 和 号 通 
路 的 于 预 作 用 以 及 心肌 间 质 纤维 化 以 及 心 功 能 的 保 
护 作 用 。 


1 材料 与 方法 
1.1 实验 动物 

SPF 级 Wister 大 鼠 40 只 , 雄性 , 体质 量 250~300 g 
(合格 证 号 体 粤 2006-0015)。 饲 养 条 件 为 恒温 24+ 
2 ,饲养 环境 符合 实验 动物 环境 设施 要 求 。 
1.2 主要 试剂 与 药物 

试剂 :化 橘红 药 液 ( 浓 度 100%); 链 脲 佐 菌 素 ; 羟 
且 氨 酸 标 准 品 ( 购 自 北京 易 国 生物 技术 发 展 中 心 )。 
浓缩 型 型 胶原 一 抗 浓缩 型 亚 型 胶原 一 抗 、 浓 缩 型 
TGF-B1 一 抗 ( 均 购 自 武 汉 博 士 德 生 物 工 程 有 限 公 
司 ); 多 聚 赖 氨 酸 ,PBS 缓 冲 液 , DAB 显 色 试 剂 盒 ( 购 自 
武汉 博士 德 生物 工程 有 限 公 司 ED1022)。 

仪器 : MA110 型 电子 分 析 天 平 ( 上 海 第 二 天 平 仪 
器 厂 生 产 ), BIOFUGE13 型 台式 高 速 离心 机 (美国 
BERRA), UV-1206 型 分 光 光 度 计 ( 德 国 ZAISS), 显 微 
图 象 分 析 仪 (MetaMorph/DP10/BX51 型 -美国 通用 图 
象 公 司 ), 数码 照相 机 (Olympus), 显微镜 (BX51, 日 
本 )。 
1.3 方法 
1.3.1 模型 的 建立 与 标本 采集 
1.3.1.1 DCM 模 型 的 建立 与 标本 采集 ”雄性 大 鼠 40 只 
室温 饲养 , 标准 饲料 。 正 常 饲 养 1 周 后 , 禁 食 12 h, 将 
链 脉 佐 菌 素 用 0.1 mmolL pH4.2 的 柠檬 酸 缓冲 液 新 
鲜 配 制 ,参照 张 春 虹 等 的 方法 按 55 mg/kg 腹 腔 注射 ， 
后 予 5% 和 葡萄 糖 溶 液 进 水 , 48 h 后 换 用 自来水 饮用 。 
大 鼠 继 续 原 饲料 喂养 12 周 后 ( 自 链 脉 佐 菌 素 注 射 起 )， 
将 血糖 >16.7 mmolL 且 具有 多 饮 、 多 食 、 多 尿 的 大 鼠 
25 只 纳入 实验 组 , 其 余 列 为 空白 对 照 组 。 将 纳入 实验 
组 的 大 鼠 随机 分 为 DCM 组 、 化 橘红 组 。 化 橘红 组 大 
鼠 给 予 化 橘红 400 mg/(kg:d) 灌 胃 , DCM 组 和 空白 对 


照 组 (NC 组 ) 给 予 等 量 生理 盐水 灌 胃 。 各 组 大 鼠 继 续 
原 饲料 喂养 至 22 周 , 分 别 在 1、8、16、22 周 测量 血糖 。 
实验 末 , 各 组 大 鼠 麻 醉 后 , 测量 左 室 收缩 压 、 左 室 舒 
张 末 压 、 左 室 腔 内 压力 变化 率 最 大 值 (+dp/dtmax)。 
将 3 组 大 鼠 处 死 后 心脏 制备 成 约 4~5 mm 的 组 织 块 知 
干 块 , 按 常 规 方法 将 组 织 块 进行 处 理 。 

1.3.1.2 心肌 成 纤维 细胞 增殖 模型 《CFb) 的 建立 取 
出 生 后 1~3 d 龄 的 大 鼠 , 无 菌 开 胸 取 心 脏 , D-Hank’s 
液 清洗 , 前 成 1 mm 大 小 的 碎片 , 0.125% 胰 蛋白 酶 反 
复 消化 (37 % 水 浴 , 8 min/ 次 ), 分 别 收 集 各 次 消化 上 
清 液 , 离心 (1000 r/min, 5 min) 弃 上 清 , 用 含 10% 血 清 
的 IMDM 培 养 基 重 悬 沉 淀 制 成 细胞 悬 液 , 接种 于 培养 
瓶 中 , 置 37 CC、5% CO, 培 养 箱 内 培养 。 用 反复 差 速 贴 
壁 法 去 除 内 皮 细 胞 及 心肌 细胞 。 实验 采用 第 3~5 代 细 
胞 。 分 为 两 组 , 化 橘红 预 处 理 组 为 血清 培养 基 加 
0.5 mmoyL 化 橘红 药 液 , 而 对 照 组 为 等 量 血清 培养 基 。 
1.3.2 心 功 能 测定 ”实验 末 将 3 组 大 鼠 用 3% 戊 巴 比 受 
钠 按 1 mL/kg 腹 腔 注射 麻醉 后 , 将 心 导管 插入 左 心室 ， 
测量 左 室 收缩 压 、 左 室 舒 张 末 压 、 左 室 腔 内 压力 变化 
率 最 大 值 , 观察 化 橘红 对 糖尿 病 大 鼠 心 功能 的 影响 。 
1.3.3 病理 组 织 学 检查 ”将 4% 多 聚 甲 醛 固 定 后 的 大 
鼠 心 脏 制备 成 约 4~5 mm 的 组 织 块 , 按 常 规 方法 将 组 
织 块 进行 脱水 , 二 甲 茶 透明 , 温 腊 , 包 埋 。 将 包 埋 的 
组 织 晴 块 分 别 连续 切片 , 切片 厚 5 mm, 于 60 C 恒 温 
箱 中 烤 片 6h, 用 Masson 染 色 后 采用 LEICA 数 字 图 像 
分 析 系 统计 算 每 例 切片 心肌 间 质 绿 染 面积 占 整个 视 
野 的 百分比 ,在 光 镜 下 观察 心肌 组 织 形态 学 改变 。 
1.3.4 测定 心肌 胶原 总 量 称 取 左 心室 心肌 组 织 100 mg， 
制 粉 末 后 置 于 HCL 液 中 酸 解 , 用 NaOH 液 滴定 至 pH 为 
7, 离心 后 取 上 清 液 加 柠檬 酸 缓冲 液 、 氯 胶 , 混 匀 后 氧 
化 6 min, 加 过 毛 酸 后 混 匀 放置 5 min, 再 加 10% 对 二 
氨 茶 甲醛 , 于 180 % 水 浴 中 放置 6 min, 取出 后 冰 水 浴 
中 放置 30 min, UV-1206 型 分 光 光 度 计 560 nm 处 比 色 
测定 。 同 时 用 1~10 pg 的 羟 且 氮 酸 标准 品 按 上 述 相 同 
步骤 制作 标准 曲线 。 对 照 标准 曲线 , 求 得 羟 氮 酸 含 
量 , 然后 换算 成 每 克 心 肌 组 织 中 羟 腿 氨 酸 合 量 , 再 乘 
以 7.46 即 得 心肌 胶原 总 含量 。 

1.3.5 心肌 工 、 亚 型 胶原 免疫 组 化 

1.3.5.1 免疫 组 化 观察 ” NC 组 中 I 型 胶原 呈 索 条 状 ， 
平行 或 波浪 形 排列 , 分 布 于 间 质 。 在 小 血管 周围 呈 不 
连续 分 布 , 亚 型 胶原 呈 细 纤维 状 或 网 状 排列 , 与 1 型 
胶原 分 布 相 一 致 。DCM 组 中 见 工 、 亚 型 胶原 明显 增 
多 , 排列 紊乱 , 以 炎 细 胞 温润 的 血管 旁 增多 更 为 明 
显 。 化 橘红 组 介 于 两 者 之 间 , 接近 NC 组 。 

1.3.5.2 工 、 焉 型 胶原 含量 “提取 心肌 组 织 , 运用 免疫 
组 化 ABC 法 ( 亲 和 素 -生物 素 -过 氧化 物 酶 复合 物 法 ) 
检测 I 全 型 胶原 含量 结果 判定 :组 织 中 棕 黄 色 为 


。 了 172 。 分 子 影像 学 杂志 2017 年 第 40 卷 第 2 期 


人 hinAaV :1 仁 | 工 | 
ULITNiaANAIV 吕 庆 门 1 


http://www.j-fzyx.com 


阳性 结果 , 采用 图 像 分 析 软 件 对 染色 阳性 物质 进行 
测定 , 测定 灰 度 均值 和 阳性 面积 百分比 , [、 亚 型 胶原 
表达 以 免疫 组 化 阳性 指数 ( 灰 度 均值 x 阳 性 面积 百 分 
比 ) 表 示 。 

1.3.6 Western 印 迹 检测 ”提取 心肌 组 织 (细胞 ) 总 蛋 
白 , 以 标准 蛋白 为 内 参照 ,以 目的 蛋白 条 带 灰 度 与 内 
参 条 带 灰 度 的 比值 计算 蛋白 的 相对 表达 量 ""。 所 有 


实验 均 重 复 3 次 。 测量 TGF-B1、MMP-9、MMP-2、 


TIMP-1、Smad c-fos 等 蛋白 含量 。 

1.3.7 CFb 的 免疫 组 化 分 析 、Western 印 迹 检 测 ” 取 第 
3 代 CFb 制 成 细胞 悬 液 , 给 予 细 胞 不 同 处 理 , 用 免疫 严 
光 细 胞 化 学 染色 法 外 检测 INOS 和 蛋白 、Cyclin D 和 蛋白 的 
表达 、 检 测 上 清 液 中 一 氧化 氮 的 变化 、 流 式 细胞 仪 
(FCM ) 检 测 p27 蛋 白 表 达 , Western 印 迹 测量 TGF- 
B1 和 蛋白 的 含量 , 以 标准 蛋白 为 内 参照 , 以 目的 蛋白 条 
带 灰 度 与 内 参 条 带 灰 度 的 比值 计算 蛋白 的 相对 表达 
量 "。 

1.3.8 心肌 组 织 (细胞 ) 总 RNA 的 提取 和 RT-PCR 取 
心肌 组 织 约 100 mg, 放 入 匀 浆 带 中 , 立即 加 入 Trizoll mL， 
在 冰 浴 条 件 下 用 眼科 剪 将 组 织 剪 碎 , 用 匀 浆 右 将 组 


表 1 化 橘红 干预 后 对 血糖 和 心 功能 的 影响 ( x+s ) 


血糖 (mmol/L) 


织 匀 浆 。 充 上 清 , 在 冰 浴 中 加 入 DEPC 20~30 kL, 轻 
弹 管 底 , 使 DNA 溶 解 ,-70 保存 备用 。 合成 cDNA， 
设计 与 合成 相应 引物 , 进行 RT-PCR。 测量 相应 蛋白 
mRNA 表达 情况 。 以 标准 mRNA 为 内 参照 , 以 目的 
mRNA 条 带 灰 度 与 内 参 条 带 灰 度 的 比值 计算 蛋白 的 
相对 表达 量 "。 
1.4 统计 学 分 析 

数据 均 以 ts 表示 , 采用 SPSS13.0 软 件 进 行 统 计 
分 析 , 所 有 数据 进行 正 态 分 布 检验 。 统计 学 方法 两 组 
间 的 比较 采用 检验 , 多 组 间 的 比较 采用 方差 分 析 法 ， 
其 中 两 两 比较 用 SNK 法 , 并 进行 方差 齐 性 检验 , P< 
0.05 为 差异 有 统计 学 意义 。 


2 结果 

2.1 化 橘红 干预 后 对 血糖 和 心 功能 的 影响 
造 模 后 的 1、8、16、22 周 , 化 橘红 组 大 鼠 的 血糖 比 

DCM 组 显著 降低 (P<0.05)。 实验 末 , 化 橘红 组 的 左 室 

收缩 压 、 左 室 腔 内 压力 变化 率 最 大 值 明显 高 于 DCM 

组 (P<0.05); 化 橘红 组 的 左 室 舒 张 末 压 与 DCM 组 相 

比 不 同 程度 下 降 (P<0.05, 表 1)。 


左 室 收缩 奈 。”” 左 室 舒 张 末 奈 。”” 左 室 腔 内 压力 变化 率 最 大 值 
组 别 n 
1 周 8 周 16 周 (mmHsg) (mmHsg) (+dp/dt max) 
化 橘红 组 14 5.53+0.59 6.61+1.07 8.83 土 1 .24 10.75+2.16 13.82+3.18 6.28+2.04 4.29+1.39 
DCM 组 11 8.72+1.37 10.28+2.36 14.47+4.19 19.28+6.03 9.52+2.04 9.19+3.23 2.37+0.68 
1 一 1.332 —2.416 —3.313 -3.912 2.621 —2.128 1.372 
2 0.041 0.023 0.019 0.008 0.017 0.032 0.048 


2.2 光 镜 下 心肌 形态 学 改变 

从 心肌 组 织 切片 看 , NC 组 大 部 分 心肌 纤维 形态 
均匀 , 排列 成 束 , 肌 束 内 见 少量 结缔 组 织 及 丰富 的 毛 
细 血 管 ,未 见 炎症 细胞 及 纤维 化 。 DCM 组 可 见 大 部 
分 心肌 纤维 肿胀 .肥大 、 玻 松 , 排列 紊乱 , 有 的 可 见 肌 
纤维 断裂 .肥大 , 排列 北 乱 , 甚至 空 泡 变 , 细胞 核 固 
缩 、 裂 解 , 细胞 外 间 质 增加 , 局 灶 性 纤维 组 织 增生 , 炎 
细胞 浸润 。 化 橘红 组 心肌 纤维 排列 整齐 , 但 是 仍 可 见 
少 部 分 区 域 肌纤维 肿胀 , 未 见 炎 症 细胞 浸润 。 
2.3 3 组 大 鼠 心 肌 各 型 胶原 含量 与 心肌 纤维 化 情况 

实验 末 我 们 将 3 组 大 鼠 的 心肌 组 织 标本 处 理 后 
分 别 对 其 各 型 胶原 含量 、 心 肌 羟 有 峭 氨 酸 含量 、 心 肌 胶 
原 总 含量 、 心 肌 间 质 纤 维 化 % 相 比较 。QW 与 DCM 组 
比较 , 化 橘红 组 [型 胶原 含量 、T/ 亚 型 胶原 比值 .心肌 
羟 有 睛 氨 酸 含量 .心肌 胶原 总 含量 .心肌 间 质 纤 维 
化 % 均 有 不 同 程度 的 下 降 , 且 有 统计 学 差异 (P<0.05)。 
@DCM 组 与 NC 组 比较 , [型 胶原 含量 、T/ 亚 型 胶原 比 


值 、 心 肌 羟 腿 氨 酸 含量 、 心 肌 胶 原 总 含量 、 心 肌 间 质 
纤维 化 % 均 有 显著 的 上 升 , 且 有 统计 学 差异 (P<0.05， 
表 2)。 
2.3 化 橘红 干预 对 信号 通路 的 影响 

实验 末 , 化 橘红 组 的 TGF-B1 和 蛋白 及 mRNA、 
MMP-9、MMP-2 TIMP-1 和 蛋白 、c-fos 和 蛋白 及 mRNA、 
Smad2 和 蛋白 和 Smad7 和 蛋白 的 表达 与 DCM 组 相 比 显著 
下 调 (P<0.05, 表 3)。 
2.4 化 橘红 对 CFb 增 殖 的 影响 

在 实验 末 CFb 模 型 中 , 与 对 照 组 相 比 , 化 橘红 预 
处 理 组 的 TGF-B1 和 蛋白 .iNOS 蛋白、 一 氧化 氮 、p27 蛋 
白 .p27 和 蛋白 、Cyclin D 和 蛋白 表达 均 有 显著 地 上 调 
(P<0.05, 表 4)。 


3 讨论 
DCM 主 要 的 病理 表现 为 心肌 肥大 , 心室 质量 / 体 
质量 比 (心脏 质量 指数 ) 增 加 , 局 灶 性 心肌 坏死 , 细胞 
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表 2 3 组 大 鼠 心 肌 各 型 胶原 含量 与 心肌 纤维 化 情况 ( 寺 * ) 


组 别 n I 型 胶原 含量 (*10) ”1/ 于 型 胶原 比值 心肌 凑 睛 氨 酸 含量 (ugmmg) 心肌 胶原 总 含量 (hg/mg) 心肌 间 质 纤维 化 (%) 
化 橘红 组 14 104.52+43.23” 1.14+0.22” 0.5740.24 4.38+0.79” 19.37+9.16” 
DCM 组 11 126.27+53.71* 1.52+0.31* 0.8740.39# 6.93+1.75* 37.26 二 16.03# 
NC 组 15 83.63+32.16 0.84+0.22 0.36+0.17 3.52+0.25 2.2140.35 
“P<0.05 vs DCM 组 ; “P<0.05 vs NC 组 . 

表 3 化 橘红 干预 对 信和 号 通路 的 影响 (和 ty, %) 

组 别 n TGF-B1 mRNA TGF-B1 MMP-9 MMP-2 TIMP-1 Smad2 Smad7 c-fos c-fos mRNA 
化 橘红 组 14 46.38422.71 34.29+10.37 25.38+8.16 25.94415.48 23.73+7.04 26.34+9.19 21.47+7.12 25.78+11.48 34.79+16.38 
DCM 组 ”11 71.23+39.19 63.124+21.47 49.294+17.37 53.28431.47 45.81+15.10 51.28+19.16 43.19+18.38 44.394+20.19 53.28+23.29 
t -8.192 一 6.729 一 5.381 3.192 -5.102 -5.729 -4.982 -5.720 -6.182 

P 0.000 0.002 0.008 0.031 0.013 0.011 0.019 0.015 0.006 
表 4 化 橘红 对 CFb 增 殖 的 影响 ( x+s,%) 

组 别 n TGF-B1 iNOS 一 氧化 所 p27 Cyclin D 

对 照 组 14 31.28+16.26 21.84+11.74 12.28+6.81 3.14+1.05 24.1249.64 

化 橘红 预 处 理 组 11 49.19+23.83 30.17+15.12 20.16+8.18 5.92+2.13 37.29+16.12 

t -5.917 -3.117 -2.921 一 1.883 -4.039 

P 0.008 0.021 0.035 0.042 0.009 


外 基质 沉积 , 心肌 纤维 化 人 ”。DCM 的 发 病 机 制 较为 复 
林 , 与 氧化 应 激 和 炎症 反应 的 异常 中 、 肾 素 -血管 紧张 
素 系 统 了 AS) 的 激活 5、 和 葡萄糖 代 谢 障 得、 细胞 内 镍 
超载 中 以 及 心肌 间 质 纤维 化 "有 关 。 在 心肌 组 织 的 
整个 胶原 网 络 中 , I/ 亚 型 胶原 起 主要 作用 , I 型 胶原 决 
定 心 肌 的 僵硬 度 , 而 五 型 胶原 则 决定 心肌 的 顺应 性 中 。 
本 实验 结果 与 高 俊杰 等 研究 相同 ,DCM 组 的 大 鼠 
与 NC 组 相 比 较 , 其 1 型 胶原 和 1/ 于 型 胶原 比值 显著 
增高 , 且 心 功能 下 降 、 心 肌纤维 化 明显 。 这 反映 了 心 
肌 细 胞 间 质 纤维 沉积 及 纤维 化 是 临床 上 引起 DCM 的 
重要 因素 。 柚 皮 苷 是 化 橘红 中 重要 的 活性 物质 , 国内 
外 研究 显示 , 柚 皮 苷 可 有 效 改 善 糖尿 病 时 的 糖 代 谢 ， 
降低 血糖 外 ,同时 减少 心肌 损伤 ,保护 心肌 , 改善 心 功 
能 中 ,在 本 次 实验 中 , 化 橘红 组 大 鼠 在 各 时 间 点 的 血 
糖 , 与 DCM 组 相 比 , 均 明 显 下 降 ; 其 心 收缩 、 舒 张 功 
能 有 不 同 程度 的 改善 。 综合 病理 形态 学 结果 也 证 实 
化 橘红 确实 能 改善 DCM 大 鼠 的 糖 代 谢 , 对 大 鼠 心 肌 
有 确切 的 保护 作用 。 

研究 表明 , TGF-B1/Smad 通 路 是 DCM 炎 症 反应 
中 的 重要 环节 557 。TGF-B1 可 以 增加 大 鼠 心肌 成 纤 
维 细 胞 产生 胶原 和 诱导 其 分 化 为 心肌 成 纤维 细胞 能 
力 , 使 胶原 蛋白 增加 , 加 剧 心 肌纤维 化 "9。 而 Smads 
作为 TGF-B1 受 体 胞 内 激活 底 物 , 除 可 介 导 TGF-B1 的 
言 号 转 导 外 , 还 可 介 导 其 下 游 致 心肌 纤维 化 和 心肌 
肥厚 的 信号 转 导 "”。 本 实验 发 现 化 橘红 组 的 大 鼠 较 


DCM 组 , 其 TGF-B1 和 蛋白 与 mRNA 的 表达 明显 下 调 ， 
Smad2、7 和 蛋白 的 表达 也 明显 降低 。 在 心肌 成 纤维 细 
胞 模型 中 , 化 橘红 预 处 理 组 的 TGF-B1 和 蛋白 表达 明显 
低 于 对 照 组 。 表 明 化 橘红 能 有 效 通过 抑制 TGF-B1/ 
Smad 通 路 , 抑制 DCM 大 鼠 的 心肌 纤维 化 进程 。 

心肌 MMPs 是 基质 降解 的 主要 调节 因子 , 其 活性 
增强 见于 DCM 中 ,同时 伴随 组 织 型 基质 金属 蛋白 
酶 抑制 剂 (TIMP)-1 和 蛋白 表达 的 上 调 , MMPs/TIMPs 系 
统 与 胶原 的 降解 有 重要 关系 所 。 在 本 研究 中 , 化 橘红 
组 与 DCM 组 相 比 ,TGF-B1 和 MMPs 和 蛋白 的 表达 均 有 所 
下 调 , 该 结果 与 Siena™" 的 研究 类 似 。TGF-B 作 为 MMPs/ 
TIMPs 系 统 重要 的 调控 因子 , 本 实验 显示 化 橘红 通过 
对 其 表达 的 抑制 , 调控 MMPs/TIMPs, 改善 心肌 胶原 
的 降解 作用 , 从 而 改善 心肌 纤维 化 进程 。 本 研究 还 发 
现 ,用 化 橘红 干预 过 的 大 鼠 、 心肌 成 纤维 细胞 , 其 氧 
化 应 激 和 炎症 反应 的 相关 蛋白 及 mRNA 表达 也 下 降 ， 
如 c-fos 和 蛋白 52、 一 氧化 所 iNOS 蛋白.p27 和 蛋白 255、 
Cyclin D 和 蛋白 55 等 。 这 些 结果 提示 化 橘红 调控 DCM 
的 心肌 纤维 化 进程 可 能 还 与 多 种 通路 相关 。 

实验 结果 提示 化 橘红 对 DCM 有 明显 的 积极 作 
用 , 尤其 能 调控 其 心肌 纤维 化 进程 中 的 关键 环节 , 对 
化 橘红 进一步 提纯 应 用 于 DCM 治 疗 用 药 有 参考 意 
义 。 同时, 明确 化 橘红 对 TGF-B1/Smad 通 路 的 调控 作 
用 能 进一步 完善 其 药理 机 制 , 使 其 应 用 在 更 多 疾病 
的 治疗 中 。 因 此 , 化 橘红 对 DCM 中 TGF-B1/Smad 通 
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路 起 到 了 抑制 作用 , 从 而 调控 其 下 游 的 MMPs/TIMPs 
等 通路 , 改善 DCM 的 心肌 纤维 化 进程 , 抑制 心肌 肥 
厚 , 减少 心肌 的 损伤 。 而 化 橘红 对 于 DCM 心 肌纤维 
化 的 抑制 作用 是 否 还 存 着 其 他 重要 通路 , 还 需要 进 
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